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 筋層浸潤性膀胱癌（muscle invasive bladder cancer：MIBC）では筋層非浸















・LPAR：lysophosphatidic acid receptor 
・LPA1：lysophosphatidic acid receptor 1 
・ROCK：Rho kinase 
・MIBC：muscle-invasive bladder cancer 
・NMIBC：non-muscle-invasive bladder cancer 
・GPCRs：G protein coupled receptors 
・LysoPLD：lysophospholipase D 
































血清を含む RPMI1640培養液で培養した。T24は 100 mm培養プレート上で 5%  
CO2下、37℃で培養した。 
 
LPAと Ki16425  
1-Oleoyl-sn-glycero-3-phosphate (LPA) と LPA受容体 1・LPA受容体 3の阻害剤で
ある Ki16425 はシグマアルドリッチ社より購入した。 
 
免疫組織化学染色 
免疫組織化学染色に用いるため、抗EDG2 (LPA1) 抗体は Assay Bio Tech社より、







る抗 LPA1抗体、抗 LPA2抗体、抗 LPA3抗体はそれぞれ 1/500、1/20、1/100に
希釈し 4℃で一晩反応させた。2次抗体はビオチン標識抗 IgG抗体を用いて、室
温で 20分間反応させた。その後、ペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジンを




ISOGENシステム（日本 GENE）のプロトコールにのっとって total RNA抽出を
行い、Superscript III First-Strand Synthesis（インビトロジェン社）を用いて cDNA
を抽出した。定量的リアルタイム PCR は Step One Software v2.1 (Applied 
Biosystems 社 ) を 用 い て 解 析 し た 。 プ ラ イ マ ー は 、 LPA1 
(5’-GCCTTTATCATCTGCTGGACTCC-3’、5’-CGGCTGGTTCCTCATCTCAGTT-3’), 
LPA2 、 (5’- GCGCCCTCTCAGCAACCCGC-3’ 、 
5’-CGATGGCTGCTATGACCAGCAG-3’),  LPA3 
(5’-GCGGGTGAACGTGAGCGGATG-3’ 、  5’- 
CGGAGA-AACCAGCGGTTGACAG-3’) と設計した。混合溶液はそれぞれ 20 μl
とし、増幅サイクルは 95°Cで 15秒、 60°Cで 60秒を 40サイクル行った後、50°C
で 2分、95°Cで 10 minとした。正常膀胱粘膜に対しての相対的な mRNA発現
量を算出した。データは CYBR Green法を用いて 18srRNAにより標準化した。 
  
siRNAトランスフェクション 
LPA1 mRNA を標的とした siRNA は QIAGEN より購入した。HiPerFect 
Transfection Reagentを QIAGENより購入し、プロトコールに従って siRNAと対
照オリゴヌクレオチドのトランスフェクションを行った。ウシ胎児血清非含有
RPMI1640培地 100 μlに 3 μlの HiPerFect Transfection Reagent、siRNA、対照オリ




浸潤アッセイは BD Biosciences社より購入した 24ウェルマトリゲルインベージ
ョンチャンバーを用いて行った。T24 細胞は一晩血清飢餓状態とし、その後、
0.1%BSA含有無血清培地に分注した。マトリゲルにてコーティングされ、8-μm
の孔のあいた上槽に 2500 個の細胞を注入し、下槽には 0.1%BSA 含有無血清培
地 750μLに、0, 0.01, 0.1, 1, 10 μMの濃度になるように LPAを投与した。37°C、









細胞増殖能を測定した。96ウェルの細胞培養プレートに 4 x 103 /ウェルとなるよ
うに T24 細胞を播種し、12 時間血清飢餓状態とした後に 0.1%BSA および LPA
含有 RPMI培地をそれぞれのウェルに分注した。24時間ないし 48時間培養後に
5-ブロモ-2-デオキシウリジンを各ウェルに分注した。4時間後にメディウムを取





抗 ROCK1抗体、抗 ROCK2抗体は BDバイオサイエンス社から、抗MLC抗体、
抗リン酸化MLC抗体はCell signaling社から、抗MYPT1抗体、抗リン酸化MYPT1
抗体は Millipore 社から、抗βアクチン抗体はシグマアルドリッチ社から購入し
た。蛋白は SDS-PAGE法にて抽出した。バンドは ECL Advance Western detection 







した T24細胞に 0.1 μMとなるように LPAを加え、5分間培養した。その後、細
胞を 10 分間パラフォルムアルデヒドで固定し、PBS で 30 秒洗浄した後に















とんど LPA受容体染色が陰性であった(Figure 1E、F、G)。 膀胱正常粘膜の基底
細胞は LPA3染色で陽性であった(Figure 1K)が、LPA1、LPA2染色は陰性であっ
た (Figure 1I、J)。LAP産生酵素である ATXは、筋層浸潤性膀胱癌、筋層非浸潤
性膀胱癌、正常膀胱粘膜で陽性であった(Figure 1D、H、L)。 
 






















（Figure 4B, p < 0.05 vs. control）。浸潤能の亢進が LPAによるものであることを
検証するために、LPA1を標的とした siRNA処理および、LPA1阻害剤処理も施
したところ、siRNA 処理、阻害剤処理のいずれでも、膀胱癌の浸潤能亢進抑制
が確認された（Figure 4C, p < 0.05）。 
 
LPAの T24膀胱癌細胞増殖への影響 
T24膀胱癌細胞は 12時間血清飢餓状態とし、その後に 0, 0.01, 0.1, 1.0, or 10 µM 
の各濃度になるよう LPA を投与した。細胞増殖能を見るために異なる時間経過









Ki16425投与により ROCK1発現は抑制された (Figure 6A, 6B, p < 0.05)。 




討した。LPA 刺激によりミオシン軽鎖と MYPT1 のリン酸化は優位に亢進し、
LPA1のノックダウンや阻害剤の投与によりリン酸化は抑制された(Figure 6D, p 



















LPA 受容体は G 蛋白共役型受容体の一つで 11 、癌細胞の遊走、接着、癌化な





る 13。 乳癌では、LPA1 がミオシン軽鎖のリン酸化を誘導し、癌細胞の遊走能























 LPA産生酵素である ATXはリゾフォスフォリパーゼ D（LysoPLD）活性を持
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Figure 3. 生存率（Kaplan-Meier法） 
 
Figure 4. LPAが T24膀胱癌細胞の浸潤能に与える影響。LPA1-siRNAにより T24
の LPA1mRNA 発現は 80%抑制された(A)。浸潤細胞数を数え、浸潤率を算出し
た。浸潤率が最も高かったのは LPA濃度が 0.1 μMの時であった (p < 0.05) (B)。 
LPAにより誘発される浸潤能の亢進は、Ki16425や LPA1-siRNAにより抑制され
た(p < 0.05) (C)。 
 
Figure 5. LPAが T24膀胱癌細胞の増殖能に与える影響。LPAは投与濃度、投与
時間を変えても、T24の増殖能には影響しなかった。 
 
Figure 6. LPAは ROCK1発現を亢進し、MYPT1やミオシン軽鎖のリン酸化を亢
進させた。ROCK1 発現、MYPT1 やミオシン軽鎖のリン酸化は Ki16425 投与や
siRNA トランスフェクションにより抑制された。ウエスタンブロッティングの
バンドは Image Lab 2.0 softwareを用いて検出し、定量比較した。それぞれ 3回
ずつ測定を行い、平均値±標準偏差で解析した。 
 
Figure 7. LPAによる T24膀胱癌細胞の形態学的変化。(a; control): LPA刺激なし
の T24。T24前処置なし (b), siRNAトランスフェクション (c), 1 μM Ki16425前
投与 (d)。その後 0.1 μM LPA を投与し 5 min後に細胞固定 (b-d)。LPA投与に
よりラメリポディアの形成や細胞の円型化が確認された（矢印）が、siRNA ト
ランスフェクションや Ki16425による前処置により細胞形態変化は抑制された。 
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